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EFECTO DEL TAMANO DE PARTICULA SOBRE LA COMPOSI-
CION QUIMICA, LAS PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS Y
TECNO-FUNCIONALES DE HARINAS OBTENIDAS DE LA CAS-
CARA DEL GRANO DE CACAO (Theobroma cacao L.)

Resumen:

A partir del cacao se obtienen numerosos productos generando asi una gran
cantidad de subproductos. El mayor de los subproductos del cacao es la cascara
del grano (CGC) la cual representa entre un 12% y un 20% del mismo. El objetivo
de este estudio fue la valoracion de este subproducto como ingrediente alimen-
tario, y para ello previamente se caracterizo la influencia del tamafio de particula
en las propiedades quimicas, fisico-quimicas, tecno-funcionales y en el conte-
nido de fenoles, flavonoides, taninos y poder antioxidante mediante los métodos
DPPH, FRAC, ABTS y FIC.

Palabras clave: cacao, subproducto, antioxidante, cascara, ingrediente

CHEMICAL, PHYSICOCHEMICAL AND TECHNO-FUNTIONAL
EVALUATION OF COCOA BEAN SHELL

Abstract:

Many products are obtained from cocoa, generating a large amount of by-prod-
ucts. The largest of the cocoa by-products is the bean shell (CGC) which repre-
sents between 12% and 20% of it. The main of this study was the evaluation of
this by-product as a food ingredient, and for this was previously characterized
the influence of the particle size on the chemical, physicochemical, techno-fun-
tional properties and on the content of phenols, flavonoids, tannins and antioxi-
dant power through the DPPH, FRAC, ABTS and FIC methods.

Key words: cocoa, by-product, antioxidant, shell, ingredient
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1. INTRODUCCION
1.1. HISTORIA DEL CACAO

El cacao es el fruto de la planta Theobroma cacao L., el cultivo de esta
planta parece tener su origen en la cuenca del rio amazonas en Sudameérica ya
gue en esta zona se observa una gran variedad de caracteristicas fisiologicas y
morfologicas. Se cree que la primera en domesticar el cultivo, y también en fa-
vorecer su expansion a través de las cadenas montafiosas a otras regiones fue
la cultura olmeca que se localizaba en Mesoameérica, y a esta cultura le siguieron
otras como la cultura maya y mas tarde la tolteca y la azteca. Se han encontrado
evidencias, como vasijas que muestran la influencia simbdlica y ritual que tuvo
en la cultura mesoamericana la almendra del cacao la cual al parecer fue muy
utilizada en la gastronomia junto al maiz, y también fue consumida en bebidas
las cuales tenian una gran importancia en rituales y también en la vida politica y
social de las clases mas altas. Estas bebidas de cacao podian elaborarse de
diversas formas y aderezarse con distintas especias que le otorgaban sabor
(Caso Barrera, 2016).

Tras la llegada de los espafioles en el siglo XVI, la expansion del cacao y
de las formas de consumo se vio influenciada por ellos. Los espafioles probaron
la bebida y decidieron modificarla agregandole azucar y canela entre otras espe-
cias, y ademas decidieron consumirla también caliente. Esta forma de consumo
de la bebida se extendid por Espafia y otros paises europeos donde la bebida
tuvo una gran acogida haciéndose muy popular entre la alta sociedad (Caso Ba-
rrera, 2016). La conquista también propicio que el cultivo del cacao se extendiera
a otras zonas, como Sudameérica y el Caribe. Venezuela fue unos de los primeros
paises donde se desarroll6 el cultivo (Wood y Lass, 2001). SimultAneamente a
esta expansion del cultivo se realizaron otras, mediante las cuales el cultivo llegd
a desarrollarse en Filipinas, en algunas zonas de Indonesia como las islas Sula-

wesi y Java, y también en otros paises como Sri Lanka e India.

Mas tarde, durante el siglo XVIIlI, comenzé a desarrollarse el cultivo del
caco en Ecuador y Brasil, en estos paises el cultivo fue denominado Forastero.

En el afio 1822, tras la independencia de Brasil, el cultivo fue trasladado por




distintas zonas del pais para finalmente acabar en el estado de Rio Grande
desde donde fue trasladado a Fernando Po, una zona ubicada en Guinea Ecua-
torial, que se encuentra en el continente africano. Desde Guinea, y durante el
siglo XIX, el cultivo fue llevado a otros paises del oeste de Africa como Ghana y

Nigeria.

1.2. DIVERSIDAD VARIETAL

Las plantaciones de cacao que existen actualmente en las distintas zonas
de cultivo alrededor del mundo, estan basadas en su mayoria en variedades tra-
dicionales, y solo un tercio del cacao cultivado a nivel mundial procede de varie-
dades hibridas o de clones procedentes de programas de mejora genética (Es-
kes y Lanaud, 2001).

Las variedades que se consideran tradicionales son tres: Criollo, Forastero
y Trinitario. El cacao Forastero recibe su nombre en Venezuela donde utilizaban
el término Forastero, que significa extrafio, para hacer referencia al cultivo de
cacao introducido desde Trinidad en 1825. El cacao de la variedad Forastero que
se cultiva en zonas de Brasil, Ecuador y el occidente africano se denomina fo-
rastero amazonico (Wood y Lass, 2001). Por otro lado, la variedad Trinitario pro-
cede de diversos cruzamientos entre los cultivos Criollo y Forastero amazonico
(Wood y Lass, 2001). Esta variedad es muy heterogénea debido a su origen, y
se puede encontrar en el Caribe y Centroamérica, ademas de en otros lugares
donde haya una mezcla de germoplasma de las variedades Criollo y Forastero
amazoénico (Wood y Lass, 2001). En la actualidad, de las tres variedades men-
cionadas, la variedad que menos se cultiva es la del tipo Criollo ya que en solo
un 5 % de las plantaciones de cacao a nivel mundial predominan plantas de esta
variedad, mientras que en el 95 % de las plantaciones predominan arboles del

tipo Trinitario y Forastero amazonico (Badrie et al., 2015; ICCO, 2018).

Mundialmente, los granos de cacao de la variedades Criollo y Trinitario se
reconocen de una calidad superior, ya que son de aroma suave y tienen sabores
especiales afrutados, especias, caramelo, nueces y vainilla (Eskes y Lanaud,

2001). Los frutos del cacao, de la variedad Criollo tienen cascara delgada, una




superficie rugosa y una forma puntiaguda; aunque también pueden presentan
una superficie lisa y forma pentagonal. Por otro lado, el color de sus cotiledones
es blanco o ligeramente purpura, esto se debe a la baja concentracién de anto-
cianinas. Los frutos del cacao del tipo Forastero presentan un apice robusto y
una superficie lisa mientras que su forma varia entre oblongada y amelonada.
Los frutos de esta variedad de cacao son de tamafio pequefio y aplanados de
color purpura. El sabor que presentan estos frutos es amargo y astringente, y
ademas tienen una mayor cantidad de grasa que los frutos de la variedad Criollo,
y es por este motivo que son mas atractivos para el mercado (Badrie et al., 2015).
Los frutos de la variedad de cacao Trinitario son de cascara resistente, caracte-
ristica que ha obtenido del cacao forastero; por otro lado, su sabor es suave
como en el caso del cacao Criollo, con una céscara semirrugosa y una forma
ovalada con éapice agudo, acuminado u obtuso. Sus cotiledones son de color
rosado, o de un leve color purpura, y su sabor es menos amargo y astringente

que en el caso del cacao de tipo forastero (Alvarez et al., 2002).

1.3. MANEJO POSTCOSECHA DE LAS SEMILLAS DE CACAO
Tras la recoleccion de las mazorcas, se inician una serie de tratamientos
de las mismas con el objetivo de prepararlas para el posterior procesado. Estos

tratamientos constan del desgrane, la fermentacion y el secado de las mazorcas.

En primer lugar, se realiza la cosecha cuando las mazorcas se encuentran
maduras. La cosecha se realiza de forma manual utilizando distintas herramien-

tas como las tijeras de poda o cuchillas.

En siguiente lugar, las mazorcas son desgranadas de forma manual ex-
trayendo las semillas de las mismas. A continuacion, se realiza la fermentacion
este paso es necesario ya que confiere a las semillas de cacao efectos benefi-
ciosos sobre la salud y también el aroma y sabor caracteristicos del cacao, por
este motivo es esencial que el manejo de las semillas en postcosecha sea el
adecuado (Deus et al., 2020). El proceso de fermentacion presenta diferencias
segun en los paises donde se realice, en los paises de centro, Sudamérica y

algunas zonas de Asia, la fermentacién se realiza en contenedores de madera




con capacidad de mil kilos; mientras que en paises del continente africano la
fermentacion tiene lugar sobre el suelo, donde las semillas son apiladas y tapa-
das con hojas (John et al., 2019).

El proceso de fermentacion depende de las condiciones ambientales de
temperatura, es una fermentacion alcohélica producida en ausencia de oxigeno
donde predominan las levaduras y las bacterias lacticas que generan acidos or-
ganicos y etanol, la duracion del proceso es variable y suele ser de una semana.
La fermentacion es exotérmica, y mientras ocurre las temperaturas se elevan
llegando a alcanzar los 35 °C, debido a estas altas temperaturas, el embrion
muere lo que hace que la semilla no pueda germinar, y ademas se desencadene
una serie de reacciones bioquimicas, que son las responsables del sabor y
aroma caracteristicos de estas semillas. Durante el proceso, las levaduras libe-
ran enzimas pectinolicticas las cuales se encargan de degradar los polisacaridos

presentes en la pulpa mucilaginosa (Kouamé at al., 2020).

Las semillas carecen de mucilago lo que favorece que se desarrollen, en
presencia de oxigeno, bacterias acido-acéticas. Estas bacterias son las respon-
sables de la conversién del etanol, procedente de la fermentacion alcohdlica, en
acido acético mediante una reaccion de oxidacion que se produce de forma exo-
térmica y eleva las temperaturas hasta los 50 °C (Kouamé et al., 2020). Ademas,
la masa de fermentacion ha de removerse, lo que es esencial para que la misma
se airee y el proceso se lleve a cabo de forma homogénea (Hernandez-Hernan-
dez et al., 2016).

La calidad del grano y el contenido de nutrientes del mismo se ven afec-
tados por el proceso de fermentacion y sus condiciones, de forma que en los
granos gque no se someten a fermentacion el contenido de proteinas es mas ele-
vado que en los que si fueron sometidos a dicho proceso (Servent et al., 2018).
Lo mismo ocurre con el contenido de los distintos micronutrientes, aunque en
este caso se ha observado que el contenido de los mismos también puede au-

mentar mientras los granos estan almacenados.




El siguiente paso del procesado tiene lugar tras la fermentacién, y es el
proceso de secado de los granos. Este proceso tiene como objetivo que los gra-
nos alcancen una humedad del 7 %. Si la humedad fuera mas elevada podrian
desarrollarse moho y distintas bacterias en los granos; y si el contenido en hu-
medad fuera mas bajo podrian romperse la cascarilla y el cotiledon (European
Cocoa Asociation, et al., 2015). El proceso de secado puede producirse de dos
formas principales, la primera es el secado natural que suele llevarse a cabo
sobre suelo de hormigdn y bajo una estructura similar a un invernadero, esta
forma es la mas comun cuando se trata de pequefios productores; la segunda
forma es el secado artificial, llevado a cabo en construcciones de hormigon en
las cuales se introduce aire caliente, esta forma supone un coste mayor lo que

hace que sea mas comun cuando se trata de grandes productores.

1.4. VOLUMENES MUNDIALES DE PRODUCCION

En cuanto a la produccion mundial de cacao en el afio 2019 fue de
5.596.397 toneladas, de las cuales el 67,5 % proviene del continente africano y
supone una gran diferencia con respecto al resto de continentes ya que los si-
guientes son América donde se produce el 17,4 % y Asia a quien corresponde el
14,6 %, por ultimo, se encuentran Oceania donde la produccion es solo del 0,9
% con respecto a nivel mundial, y Europa donde la produccion de cacao no es
relevante (FAO, 2020).

En la Figura 1 se observa la produccion de grano de cacao por paises:
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Figura 1. Cantidad producida de grano de cacao por paises (FAO, 2020)
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En la Figura 2 se observa la produccién de grano de cacao por region:

Proporcion de produccion de cacao en grano
por region

m Africa = América = Oceania = Asia

Figura 2. Proporcion de produccién de cacao en grano por regiéon (FAO, 2020)

Si se observa la produccién de cacao por paises (Figura 3), se encuentra
qgue el principal productor en el afio 2019 fue Costa de Marfil con un total de
2.180.000 toneladas, le siguen Ghana con 811.700 toneladas, Indonesia con
783.978 toneladas, Nigeria con 350.146 toneladas y Ecuador con una produc-
cion de 283.260. Con una produccion menor, se encuentran Camerdn cuya pro-
duccion es de 280.000 toneladas, Brasil con una produccion de 259.425 tonela-
das, Peru con 135.928 toneladas, Colombia con 102.154 toneladas y por ultimo
Republica Dominicana donde la produccion fue de 88.961 toneladas en el afio
2019 (FAO, 2020).

En la Figura 3 se observa la cantidad en toneladas producida por los diez
principales paises productores:
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Figura 3. 10 principales paises productores de cacao en grano (FAO, 2020)

Por otro lado, es destacable el aumento que ha sufrido la produccién mun-
dial de cacao en la ultima década, del afio 2009 al afio 2019 (Figura 4). Aunque
se mantienen los mismos paises como principales productores, la produccién ha
aumentado alrededor de un 25 % siendo la produccion mundial de cacao en el
afio 2009 de 4.211.424 toneladas y la produccion mundial del afio 2019 de
5.596.397 toneladas como ya hemos mencionado anteriormente (FAO, 2020).

En la Figura 4 se observa la comparacion de las toneladas producidas de

cacao y el area cosechada entre los afios 2009 y 2019:
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Figura 4. Produccion / Area cosechada de grano de cacao en el mundo (FAO, 2020)
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1.5. PRODUCTOS Y COPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA DEL CACAO
A partir de los granos secos del cacao se pueden obtener diversos pro-
ductos, asi como la torta de cacao, la manteca de cacao y el cacao en polvo. El

procesado de estos productos tiene algunos pasos en comun.

En primer lugar, se realiza la limpieza de los granos donde se les extraen
las materias extrafias que puedan contener, mas tarde los granos son sometidos
a tratamiento térmico o tostado con el fin de parar las reacciones bioquimicas
gue se iniciaron en la fermentacion y el secado. El siguiente paso es el quebrado
de los granos donde se aprovecha para separar la cascara y el embrién; a con-
tinuacion, los granos ya quebrados se someten a un proceso de molido del cual
se obtiene la pasta de cacao, si se continla con el proceso sometiendo a la pasta
de cacao a un prensado se obtienen la manteca de cacao y la torta de cacao, la
cual si es sometida de nuevo al prensado de lugar al cacao en polvo (Okiyama
et al., 2017).

Estos productos se comercializan por separado, y tienen usos distintos
entre ellos; de esta forma la manteca se comercializa en la industria alimentaria
para la elaboracion de chocolate, helados y productos de confiteria entre otros,
y también es comercializada en la industria farmacéutica para la fabricacion de
lubricantes, cosméticos, medicamentos y jabones entre otros. Por otra parte, el
cacao en polvo es solo comercializado en la industria alimentaria para la elabo-
racion de chocolate, coberturas y productos de confiteria entre otros (Afoakwa,
2016).

Este proceso da lugar a varios subproductos, por un lado, se obtiene la
cascarilla del cacao la cual es considerada un desecho (Okiyama et al., 2017).
Este subproducto supone entre el 12 y el 20 % del peso total de cada grano de
forma que, si la produccion mundial es de 4,2 millones de toneladas anuales,

cada afio se extraen 800 mil toneladas de cascarilla (ICCO, 2018).

Otro subproducto obtenido durante el proceso es la cascara de la ma-

zorca, las cuales son tratadas como desecho, y debido al alto porcentaje en peso
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gue representan de la mazorca, son el principal desecho, llegando a representar
un 17 % del peso total de la semilla de cacao (Rojo-Poveda et al., 2020). La
eliminacién de este subproducto puede suponer problemas econdmicos por el
coste que supone, ademas de problemas medioambientales puesto que contiene
polifenoles con potencial actividad fitotdxica y una cantidad considerable de teo-
bromina, la cual se ha demostrado que puede ser toxica para algunos mamiferos,
ademas también se ha podido demostrar la toxicidad de este subproducto en

ambientes acuaticos (Rojo-Poveda et al., 2020).

Por otro lado, se ha visto un aumento en la demanda de ingredientes na-
turales; esta demanda ha hecho que diversos investigadores planteen la posibi-
lidad de obtener nuevos ingredientes a partir de subproductos que anteriormente
habian sido considerados como desechos. Teniendo en cuenta esta creciente
tendencia, podemos considerar que los subproductos del cacao podrian ser uti-
lizados como ingrediente debido a sus caracteristicas y composicion (Mariatti et
al., 2021). Esta idea de utilizar los subproductos del cacao como ingrediente,
principalmente la cascara ya ha surgido en otras ocasiones, llegando a existir

diversas patentes para este uso de la misma.

1.6. PARAMETROS DE CALIDAD

Para determinar la calidad del grano y su rendimiento, se utilizan diversos
parametros como la presencia de materias extrafias, la humedad, el peso seco,
la proporcion de cascarilla, el grado de fermentacion, el pH, el contenido de grasa
y de &cidos grasos libres y sus caracteristicas organolépticas (Sukha et al.,
2008).

La presencia de materias extrafias como hojas secas, piedras, restos de
cascara e incluso plastico entre otros no es deseable, ya que supone una fuente
de contaminacion y ademas tiene efectos negativos sobre el rendimiento y el
sabor de los granos de cacao; a pesar de esto, valores cercanos al 2 % de ma-
terias extrafias pueden llegar a ser aceptables (European Cocoa Asociation et
al., 2015).
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El contenido en humedad debe ser del 7 % ya que, por un lado, un conte-
nido menor debilita la cascarilla y el cotiledon, aumentando asi el porcentaje de
granos rotos los cuales no son deseables ya que presentan un mayor indice de
lipdlisis al encontrarse expuesta al oxigeno una mayor superficie del grano; por
otro lado, un contenido mayor de humedad puede favorecer el crecimiento en los

granos de diversos mohos y bacterias.

En cuanto al peso seco y la proporcion de cascarilla, el peso seco nece-
sario suele ser de 1 gramo, y la proporcién de cascarilla ideal es alrededor del
11 %. El grado de fermentacidn se evalia mediante la prueba de corte, en la cual
300 granos de cacao son cortados de forma transversal y evaluados de forma
visual. Durante la realizacion de esta prueba han de detectarse granos germina-
dos, planos, dafiados por insectos, mohosos 0 pizarrosos.

Respecto al contenido de grasa, este es un parametro importante ya que
cuanto mayor sea el contenido de grasa, se obtiene un mayor rendimiento a la
hora de extraer de los granos la manteca de cacao. Por este motivo, la industria
considera un contenido de grasa 6ptimo el que es igual o superior al 55 % en
base a peso seco del grano sin cascarilla (Lockwood y Yin, 1993). Por otro lado,
también es evaluado el contenido en acidos grasos libres y este parametro no
debe superar el 1 % ya que un contenido mas elevado de acidos grasos libres,
puede indicar que los granos estan enfermos, han sufrido un secado lento o una
mala fermentacion, que son granos rotos o que no han sido almacenados en las

condiciones de humedad adecuadas (Tagro Guehi et al., 2008).

Por altimo, es también importante la evaluacién de las caracteristicas or-
ganolépticas de los granos. Entre estas caracteristicas, la mas importante es el
sabor y para su evaluacion se analizan distintos atributos como el amargor, la
astringencia, la acidez residual, las notas de sabores afrutados, los sabores no
deseados como el moho y el humo y, por supuesto, la intensidad del sabor a

chocolate. Ademas de estos atributos, un panel de cata entrenado puede tam-
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bién llegar a identificar sabores procedentes de fuentes externas que son conta-
minantes como el caucho, el coco y algunas sustancias quimicas entre otros

(European Cocoa Asociation et al., 2015).

Los parametros de calidad mencionados se pueden clasificar en distintos
grupos segun el interés industrial, el interés medicinal y la influencia en el sabor
y el aroma que presentan. De esta forma, dentro del interés industrial se encuen-
tran parametros como el contenido de grasa, de fenoles totales y el perfil fendlico
donde se miden la catequina y la epicatequina. Por otro lado, dentro del interés
medicinal podemos encontrar el perfil fendlico, el contenido de teobromina y tam-
bién de cafeina. En la influencia sobre el sabor y el aroma se incluyeron el con-
tenido de azucares, de fenoles totales y también los de teobromina y de cafeina
(Araujo et al., 2014).

De los parametros mencionados anteriormente se han determinado tam-
bién sus valores Optimos. El valor 6ptimo para el pH de los granos de cacao es
de 6,01, el contenido 6ptimo de cafeina es de 0,58 g/ 100 g. De los contenidos
de grasa es valor minimo es de 30,77 g/ 100 g. En cuanto al contenido de fenoles
totales se establecié su limite inferior en 46 mg/ g, mientras que el minimo acep-
table para el contenido de catequina es de 0,08 mg/ g, en el caso de la epicate-
quina el valor es de 2,22 mg/ g, y en el de la teobromina de 0,25 mg/ g (Araujo
et al., 2014).

Otros parametros importantes son el contenido de azucares y de protei-
nas ya que estos tienen una gran importancia en el desarrollo del sabor y del
aroma de los granos y de las semillas de cacao en las etapas de fermentacion,
secado y tostado (Bertazzo, Agnolin, et al., 2011). Pero de estos parametros no
se han establecido unos limites o valores 6ptimos que ayuden a medir la calidad

de los granos y semillas en la industria.

1.7. COMPUESTOS BIOACTIVOS
Entre los parametros de calidad que se han mencionado anteriormente,

se encuentran algunos compuestos bioactivos. Los compuestos bioactivos son
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sustancias gruimicas que intervienen en el metabolismo secundario de los vege-
tales. Estas sustancias pueden cumplir diversas funciones de forma que pueden
ser consideradas pigmentos, aromas, reguladores del crecimiento y de la repro-
duccién y también como protectores naturales frente a diversos parasitos. Estas
sustancias son necesarias en humanos ya que tienen diversos efectos benefi-
ciosos sobre la salud como el efecto protector del sistema cardiovascular, la dis-
minucién de la presién arterial y también la regulacion de la glucemia y del co-
lesterol, asi como mejorar el sistema inmune y también reducir el riesgo de pa-

decer algun tipo de cancer (Oracz et al., 2015).

Los granos de cacao presentan gran cantidad de compuestos bioactivos,
como son los compuestos fendlicos los cuales ejercen de antioxidante natural y
ademas suponen un 10 % del peso seco de los granos de cacao (Rusconi y
Conti, 2010). Para poder determinar los componentes bioactivos que se encuen-
tran en los granos de cacao, se han realizado estudios utilizando distintos tipos
de cacao comercial, donde se han encontrado en los granos diversos compues-
tos como la epicatequina, la catequina y el acido cafeico los cuales pertenecen
al grupo de los flavonoides, y también otros compuestos como la teobromina y

la cafeina pertenecientes al grupo de las metilxantinas (BelS¢ak et al., 2009).

Estos compuestos tienen una gran importancia ya que contribuyen al
desarrollo de caracteristicas sensoriales de los granos de cacao y de los produc-
tos derivados de él. Esta contribucién se debe a que son capaces de formar
complejos con polisacaridos y proteinas (Niemenak, et al., 2006). Estos com-
puestos tienen también otros papeles importantes en el cacao ya que son los
que confieren la capacidad antioxidante a los distintos productos que se elaboran

a partir del cacao (Jalil e Ismail, 2008).

Los fenoles son compuestos bioactivos, producto del metabolismo secun-
dario de los vegetales, y estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Son
compuestos aromaticos los cuales en sus seis anillos de carbono poseen un
grupo hidroxilo (Wollgast y Anklam, 2000). Los fenoles se encuentran en las cé-

lulas pigmentadas de los cotiledones, y son los compuestos que les proporcionan
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a estos sus colores caracteristicos (Oracz et al., 2015). En cuanto al cacao, estos
compuestos se encuentran formando complejos con polisacaridos y proteinas en
las células pigmentadas, y por este motivo son compuestos con gran importancia

en las caracteristicas organolépticas del cacao (Niemenak et al., 2006).

Dentro de los compuestos fendlicos se encuentra el grupo de los flavonoi-
des, de los cuales se pueden encontrar tres grupos en el cacao. En primer lugar,
encontramos las catequinas, y dentro de ellas la principal es la (-)-epicatequina
la cual supone el 35 % del contenido fendlico total, los valores de este compuesto
en granos de cacao fermentado se encuentran entre 0,57 y 1,62 mg/ g. Dentro
de las catequinas también encontramos, aunque en menor cantidad, otros com-
puestos como la (+)-catequina, (+)-galocatequina y (-)-galoepicatequina. En se-
gundo lugar, se encuentran las antocianinas, y dentro de este grupo estan inclui-
das la cianidina-3-a-L-arabinésido y la cianidina-3-B-D-galactésido. En el cacao
también podemos encontrar compuestos como los flavonol-glicésidos y otros fe-
noles como la clovamida y la deoxiclovamida (Wollgast y Anklam, 2000). En
cuanto a los &cidos fendlicos, en el caco se pueden encontrar los hidroxibenzoi-
cos, hidroxicinamicos y el acido clorogénico (Oracz et al., 2015). Por otro lado,
los eneantidmeros de las catequinas como son la (-)-catequina y la (+)-epicate-
qguina no suelen poder encontrarse de forma natural en los granos de cacao
(Hurst et al., 2011).

Otros compuestos bioactivos en el cacao son las metilxantinas, las cuales
son de estructura similar a las xantinas que son unos compuestos de la familia
de las purinas que son producidos por las células humanas y que ademas tam-
bién pueden encontrarse de forma natural en algunas plantas como las del té,
cacao Yy el café. En cuanto a las metilxantinas que se encuentran en el grano de
cacao, estas son la teobromina y la cafeina (Martinez-Pinilla et al., 2015). La
teobromina es la metilxantina predominante a dia de hoy, y la cantidad de ella
gue se puede encontrar en los granos de cacao varia de 7 a 15 mg/ g de peso
seco. Por otro lado, la cafeina se encuentra en menor cantidad en los granos de
cacao, y las proporciones de ella que se pueden observar en dichos granos es

de 0,7 a2 mg/ g de peso seco (Martinez-Pinilla et al., 2015).
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La cantidad que se encuentra en los granos de cacao de los compuestos
fenolicos mencionados anteriormente es variable en funcion de diversos factores
como los factores genéticos, la variedad, la region donde es producido el cacao
y el procesamiento al que son sometidos los granos de cacao (Oracz et al.,
2015). En cuanto a la variedad hay estudios que determinan que el contenido de
fenoles totales en cacao Criollo es de dos tercios en comparacion con el cacao
Forastero (Oracz y Nebesny, 2016). Por otro lado, y en cuanto a la procedencia
del caco hay estudios que han hallado importantes diferencias en el contenido
de fenoles totales de cacao de la variedad Forastero que procedian de diferentes
regiones, estas diferencias variaban alrededor del 1,2 y el 1,3 % siendo el cacao
de Madagascar el que presentaba un mayor valor, y el de Colombia el de menor
valor (Natsume at al., 2009; Radojcic et al., 2009). El procesamiento de los gra-
nos tiene importancia en este aspecto y hay estudios que muestran que el pro-
ceso de fermentacion puede hacer que se reduzcan la catequina y la epicate-
qguina. La reduccion es mayor en la epicatequina la cual se encuentra en una
proporcién de 12 mg/ g en granos no fermentados, pero pasa a ser de 1 mg/ g si
los granos han sido fermentados (Payne et al., 2010). Otros estudios sefialan
gue la epicatequina y los fenoles que son solubles pueden ver su contenido re-
ducido entre el 10 %y el 20 %, esto podria ser debido a la oxidacion y la difusion
de los exudados de la fermentacion (Kim y Keeney, 1984). Por otro lado, la difu-
sion de los exudados en el cotiledon conlleva un incremento de compuestos fe-
nélicos y metilxantinas en la cascarilla del grano de cacao (Forsyth y Quesnel,
1957).

Cuando se trata de metilxantinas hay menos estudios que revelen como
pueden afectar diversos factores a su contenido en los granos de cacao (Carrillo
et al., 2014). Se han realizado estudios que sefialan que el factor genético pueda
influir en el contenido de metilxantinas en los granos de cacao ya que, al analizar
diversas muestras de cacao no fermentado procedente de Colombia y entre las
cuales se incluian las variedades tanto de cacao Criollo, como de Trinitario y
Forastero, se encontraron variaciones en el contenido de teobromina de 7,1 mg/
g a 9,7mg/ g. En este estudio la cafeina también mostré diferencias en un rango

de 0,7 mg/ g a 1,9 mg/ g (Carrillo et al., 2014). En cuanto a la influencia de la
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variedad, algunos estudios sefialan que se encontraron diferencias al analizar
granos de cacao, procedentes del banco de germoplasma de Venezuela, de la
variedad Criollo, Forastero y Trinitario; las diferencias fueron de 5 mg/ g a 12 mg/
g para la teobrominay de 1 mg/ g a 4 mg/ g en el caso de la cafeina (Brunetto et
al., 2007). También, al analizar granos de cacao del banco de germoplasma de
Venezuela, se hallaron diferencias en el contenido de metilxantinas segun el
grado de fermentacién del cacao, ya que se observé que el contenido de teobro-
mina y de cafeina se veian disminuidos al aumentar el tiempo de fermentacion
de 1 a 7 dias (Brunetto at al., 2007). Las mediciones de estos estudios han sido

en su mayoria realizadas en distintas muestras de cotiledon molido sin cascarilla.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo consistié en determinar el efecto
de la reduccion del tamafio de particula sobre la composicion quimica, las pro-
piedades fisico-quimicas y tecno-funcionales asi como el contenido en compues-
tos bioactivos, y actividad antioxidante de las harinas obtenidas de uno de los
principales coproductos generados en la industria del chocolate como es la cas-

cara del grano de cacao.

Para alcanzar este objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

+ Determinar el efecto de la reduccién del tamafio de particula sobre la com-

posicién quimica.

+ Evaluar la reduccién del tamafio de particula sobre las propiedades fisico-

guimicas como el color, pH y actividad de agua.

+ Establecer el efecto de reduccién del tamafio de particula sobre las pro-
piedades tecnofuncionales como la capacidad de retencion de agua, ca-

pacidad de retencion de aceite y la capacidad de hinchamiento.

+ Valorar el efecto de reduccion del tamario de particula sobre de compues-
tos bioactivos principalmente compuestos polifenolicos y metilxantinas.

+ Determinar el efecto de la reduccion del tamarfio de particula sobre la ac-
tividad antioxidante mediante el empleo de cuatro métodos distintos con

diferentes mecanismos de accion.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIAL VEGETAL

Las cascaras del grano de cacao se obtuvieron de granos de cacao (Theo-
broma cacao L.) ya secos y fermentados pertenecientes al cultivar forastero y
gue fueron cultivados en Ghana. Estas muestras fueron suministradas por cho-

colates Valor (Villajoyosa, Alicante, Espafia)

3.2. OBTENCION DE HARINAS CON DISTINTOS TAMANOS DE PARTICULA

Las cascaras del grano de cacao se molieron en un molinillo durante 30
s. Transcurrido este tiempo las muestras obtenidas se pasaron por tamices con
distinto tamafio de luz (701 y 417 um). De este modo se obtuvieron harinas con
diferente tamafio de particula, las tres fracciones obtenidas fueron (i) superior
(HBCS) con un tamario de particula mayor de 701 pum; (ii) intermedia (IHBS) con
un tamafio de particula inferior a 701 pum y superior a 417 um; y finalmente (iii)
inferior (LCBS) con un tamario de particula menor de 417 um. La figura 5 muestra

los tres tipos de harina obtenidos

HCBS ICBS LECBS

Figura 5. Harinas de cascara de cacao con distintos tamafios de particula. HBCS tamafio de particula mayor de 701 pum;
IHBS: tamafio de particula inferior a 701 pum y superior a 417 um; LCBS: tamafio de particula menor de 417 pm.

3.3. COMPOSICION QUIMICA
3.3.1. GRASA

La determinacion del contenido lipidico se realiz6 de acuerdo con el mé-
todo oficial de la AOAC 24.005 (AOAC, 2007), utilizando el extractor Soxhlet J.O,
Selecta M0.6003286 (J.0 Selecta S.A., Abrera, Barcelona, Espafia) (Figura 17).
Los resultados se expresaron en g grasa/100 g de muestra. Las muestras se

analizaron por duplicado.
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3.3.2. PROTEINAS

Para la determinacion del contenido en proteinas, cuyo resultado se ex-
presO en g de proteina/ 100 g de muestra, se realizdé segun el método AOAC
24.007 (AOAC, 2007). Utilizando el digestor Buchi Digestion Unit modelo 426 y
el destilador Bichi Destillation Unit modelo B-316 (Bichi, Suiza). Todas las de-
terminaciones se realizaron por triplicado y el factor que se us6 fue de 6,25 para
convertir el porcentaje de nitrégeno en porcentaje en proteina, el cual fue pro-

porcionado directamente por el programa.

3.3.3. CENIZAS

El contenido de cenizas se determind segun el método de la AOAC 24.009
(AOAC, 2007), las determinaciones se realizaron por triplicado y el resultado fue
expresado g cenizas/ 100 g muestra. Para su determinacion se utilizé una mufla
Habersal modelo 12- PR1300 PAD (Habersal S.A., Caldes de Montibui, Barce-

lona, Espafia).

3.3.4. HUMEDAD

La determinacién del contenido de humedad se realiz6 segun lo descrito
por el método de la AOAC 24.003 (AOAC, 2007), en €l se somete a las muestras
a una temperatura de 105 °C, hasta alcanzar peso constante. Se llevé a cabo en
una estufa modelo P. selecta (Barcelona, Espafia), los resultados se expresaron

en g agua/100 g de muestra. La determinacion se realizé por triplicado.

3.4. CONTENIDO DE ACIDOS ORGANICOS Y AZUCARES
3.4.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Para la determinacién del contenido de acidos organicos y azucares de
las muestras de cascara de cacao, se adiciond a un tubo de centrifuga 0,5 g de
muestra y 8 mL de agua ultrapura. Los tubos se introdujeron en un bafo de ul-
trasonidos durante 30 minutos, agitando manualmente las extracciones con una
varilla cada 5 minutos para evitar que el extracto precipitara al fondo y asi lograr
una mejor extraccion de los compuestos. Tras la agitacion los tubos se centrifu-

garon a 4000 r.p.m. durante 5 minutos, y los sobrenadantes obtenidos se filtraron
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a través de filtros de Millipore de 0,45 um y se conservaron a 4 °C hasta la de-

terminacion del contenido en acidos organicos y azucares.

3.4.2. ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLU-
CION (HPLC).

El contenido en acidos organicos y azucares de las aguas de lavado se
realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en un croma-
tografo Hewlett Packard HP-1100 (Woldbronn, Alemania) siguiendo las indica-
ciones de Melgarejo-Sanchez et al. (2015). Para ello 10 pL de las distintas mues-
tras fueron inyectados en una columna Supelcogel C-610 H, 300x7.8 mm, (Su-
pelco, Bellefonte) equipada con una pre-columna Supelguard-H, 50x4.6 mm (Su-
pelco), usando como fase mavil acido fosfoérico (0.1 g/100 g), y con un flujo de
0.5 mL/min. El cromatégrafo Hewlett Packard HP-1100A estaba equipado con
dos detectores: Un detector de Diodo Array DAD G1315A (fijado a 210 nm) y un
detector de indice de refraccion RID G-1362 A.

Los acidos organicos y azucares se identificaron mediante comparacion
del tiempo de retencién con el tiempo de retencion del estandar previamente
analizado. Como estandares de acidos organicos se utilizaron: acido L-ascor-
bico, acido malico, acido citrico, acido oxalico, acido acético, acido lactico y acido
succinico. Todos ellos fueron suministrados por Sigma (Poole, Dorset, Reino
Unido). Como estandares de azucares se utilizaron: glucosa, fructosa y saca-

rosa.

3.5. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

3.5.1. pH
Para la determinacion del pH, se disolvié 1 gramo de muestra en 10 mL

de agua destilada y desionizada. Se determiné el pH de la suspensién mediante
un pH-metro GLP 21 Crison (Eutech Instruments Pte Itd., Singapur). Realizando

cada ensayo por triplicado.
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3.5.2. ACTIVIDAD DE AGUA (Aw)

La medida de la actividad de agua se realizo por triplicado, utilizando un
equipo Novasina Thermoconstanter Srpint TH-500 (Pfaffikon, Suiza). A una tem-
peratura de 25+1 °C.

3.5.3. COLOR

El color fue estudiado en las coordenadas CIEL*a*b*, en las cuales la
coordenada L* proporciona resultados de la luminosidad de las muestras, a*
hace referencia a la coordenada rojo-verde y el parametro b* a la coordenada

amarilla-azul.

Para su determinacion se utiliz6 un colorimetro Minolta CM-700 (Minolta
Camera Co, Osaka, Japo6n). Utilizando el observador 10° y el iluminante Des.
Para las mismas, se usaron cristales de baja reflectancia entre las muestras y el
equipo, del tipo CR-A51/1829-752 (Minolta Camera Co. Osaka, Japon). Se rea-

lizaron 9 medidas por cada una de las muestras.

3.6. PROPIEDADES TECNOFUNCIONALES
3.6.1. CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA)

Para llevar a cabo esta determinacién, primero se pesaron los tubos de
vidrio vacios (MT), se tararon y se les adicion6 aproximadamente 0,5 gramos de
muestra (ME). A cada uno de los tubos que contenian la fibra, se les adicion6 10
mL de agua, se agitdé en un vortex unos 30 segundos aproximadamente, y se
dejaron las muestras a temperatura ambiente durante toda la noche. Al siguiente
dia, las muestras se centrifugaron durante 20 minutos a una velocidad de 3.000
r.p.m. en una centrifuga Nahita Model 2690. Tras la centrifugacién, se eliminé el
sobrenadante con una micropipeta de 5 mL. Se procedié a pesar el tubo (MTP)
tras eliminar todo el sobrenadante en la medida de lo posible. Realizandose por

triplicado esta determinacion.

Los resultados de la capacidad de retencién de aceite (g agua/g muestra), se

determinaron mediante la siguiente expresion:
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MTP — MT — ME
ME

CRA =

Donde:
MTP: Masa del tubo y precipitado (Q).
MT: Masa del tubo vacio (g).

ME: Masa de la muestra (g).

3.6.2. CAPACIDAD DE RETENCION DE ACEITE (CRO)

Para la determinacién de la CRO, inicialmente se pesaron los tubos de
ensayo vacios (MT), se tararon y se les adicion6 aproximadamente 0,4 g de
muestra (ME). Tras esto se les afiadido 5 mL de aceite de girasol a cada tubo, se
agitaron con ayuda de un vortex unos 30 segundos a velocidad media y se deja-
ron reposar toda la noche a temperatura ambiente. Al siguiente dia, las muestras
se centrifugaron durante 20 minutos a una velocidad de 3.000 r.p.m. en una cen-
trifuga Nahita Model 2690. Tras la centrifugacién, se eliminé el sobrenadante con
una micropipeta de 5 mL a cada tubo. Se procedi6 a pesar dichos tubos (MTP)
tras eliminar todo el sobrenadante en la medida de lo posible. Esta determinacion
se realizo por triplicado.

La capacidad de retencion de aceite (g aceite/g muestra), se determind mediante

la siguiente ecuacion:
MTP — MT — ME

RO =
CRO ME

Donde:
MTP: Masa del tubo y precipitado (g).
MT: Masa del tubo vacio (g).

ME: Masa de la muestra (g).

3.6.3. CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO (SWC)

El procedimiento para determinar la SWC fue, en tubos de 10 mL gradua-
dos se adicion6 aproximadamente 0,5 g de muestra, se midi6é el volumen que
ocupaba cada muestra (Vo) y se anoto junto al peso exacto de fibra afadida.
Posteriormente se adicionaron 5 mL de agua destilada, se agitdé durante 1 minuto
con ayuda de un vortex y se dejaron reposar durante 24 horas a temperatura

26



ambiente. Trascurridas las 24 horas, se midio el volumen final de las muestras
(V1). Esta determinacion se realizé por triplicado.
La capacidad de hinchamiento (mL de agua/g de muestra), se determind me-

diante la siguiente expresion:
V1i-V0

SWC = —————
P muestra

Donde:
V1: Volumen de las muestra trascurridas las 24 h.(mL).

VO: Volumen inicial de las muestras (mL).

3.7. DETERMINACION DEL PERFIL POLIFENOLICO
3.7.1. EXTRACCION

La extraccion de los compuestos se dividio en dos fracciones, libres y uni-
dos. Para la extraccion de los compuestos fendlicos libres se realizé siguiendo
la metodologia descrita por Genskowsky, et al., (2016). Se mezclan 2 gramos de
la muestra con 10 mL de metanol acidificado (1% HCI). Tras ello, se sonic6 du-
rante 2 horas a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugan 10 minu-
tos a 4°C y 7100xg. El sobrenadante, el cual contiene los compuestos fendlicos
libres, se recoge y se evapora bajo vacio. El residuo generado se resuspenden
con 5 mL de una mezcla metanol:agua (50:50 v/v). Respecto a los compuestos
fendlicos unidos, se lleva a cabo el método descrito por Mpofu et al. (2006),
usando el pellet remanente después de la extraccion de los polifenoles libres. El
extracto de etil acetato se evaporé bajo vacio, y después resuspendido en 5 mL
de metanol:agua en caso de muestras no digeridas y 2 mL en caso de muestras

digeridas.

3.7.2. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLI-
COS

La deteccion de la fraccion libre y unida de polifenoles fue llevada a cabo
en un HPLC Hewlett-Packard series 1200 equipado con una columna C18 Medi-
terranean Sea 18, 25 x 0,4 cm, 5 um de tamafio de particula (Teknokroma, Bar-
celona, Espafa). 20 um de la muestra se eluye con un gradiente de 1 mL/min.
Las fases moviles estaban compuestas de una mezcla de dos disolventes. El

disolvente A contenia acido férmico en agua (1:99, v/v) y el disolvente B por
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acetonitrilo (100%). El gradiente de disolventes era, a minuto 0 — 5% disolvente
B, a minuto 20 — 25% de disolvente B, a minuto 40 — 50% disolvente B, y a minuto
45 — 5% disolvente B. La deteccién se realizé por absorcion UV a longitudes de
onda de 280, 325y 360 nm. La identificacion de los polifenoles se realiz6 com-
parando los tiempos de retencidn y el espectro observado en las muestras con
estandares puros inyectados en las mismas condiciones. Respecto a la cuantifi-
cacion, se consiguié usando curvas de calibrado de cuatro puntos siguiendo los
estandares puros. Todo esto ha sido llevado a cabo siguiendo la metodologia
descrita por Genskowsky, et al., (2016).

3.8. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN METILXANTINAS

El contenido en teobromina y cafeina se realizé sobre los extractos obte-
nidos en el punto 3.7.1. de esta memoria. El analisis mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) se realizé siguiendo las directrices de Grillo
et al. (2019). La identificacion y la cuantificaciéon de en teobromina y cafeina, se
consiguio usando curvas de calibrado de cuatro puntos obtenidas a partir de los

estandares puros.

3.9. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
3.9.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE UTILIZANDO EL METODO DEL RADICAL
2,2"-DIPHENYL-1-PICRYLHYDRAZYL (DPPH)

Las muestras utilizadas para la determinacion de la actividad antioxidante
por el método DPPH fueron los extractos extraidos segun el procedimiento des-
crito en el apartado 3.7.1. de esta memoria. Para ello se sigui6 el método descrito
por Brand-Williams et al., (1995). Para la determinacion de la capacidad antioxi-
dante se uso6 una curva de calibrado con diferentes concentraciones de Trolox.
Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de Trolox (TE) por

gramo de muestra (mg TE/g muestra) como valor medio de tres repeticiones.

3.9.2. PODER ANTIOXIDANTE POR REDUCCION DEL ION FERRICO (FRAP)
Las muestras utilizadas para la determinacion de la actividad antioxidante
por el método FRAP fueron los extractos extraidos segun el procedimiento des-

crito en el apartado 3.7.1. de esta memoria. Para ello se siguio el método descrito
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por Oyaizu, (1986). Para la determinacién de la capacidad antioxidante se uso6
una curva de calibrado con diferentes concentraciones de Trolox. Los resultados
se expresaron como mg de equivalentes de Trolox (TE) por gramo de muestra

(mg TE/g muestra) como valor medio de tres repeticiones.

3.9.3. CAPACIDAD QUELANTE DEL ION FERROSO (FIC)

Las muestras utilizadas para la determinacioén de la actividad antioxidante
por el método FIC fueron los extractos extraidos segun el procedimiento descrito
en el apartado 3.7.1. de esta memoria. Para ello se siguié el método descrito por
Mahdavi et al., (2017). Para la determinacion de la capacidad antioxidante se
uso una curva de calibrado con diferentes concentraciones de EDTA. Los resul-
tados se expresaron como mg de equivalentes de EDTA (EDTAE) por gramo de

muestra (mg EDTAE/g muestra) como valor medio de tres repeticiones.

3.9.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE MEDIANTE EL EMPLEO DEL RADICAL
2,2"-AZINOBIS[3-ETILBENZOTIAZOLIN-6-SULFONICO] (ABTS)

Las muestras utilizadas para la determinacion de la actividad antioxidante
por el método ABTS fueron los extractos extraidos segun el procedimiento des-
crito en el apartado 3.7.1. de esta memoria. Para ello se sigui6 el método descrito
por Gullén et al., (2015). Para la determinacion de la capacidad antioxidante se
uso una curva de calibrado con diferentes concentraciones de Trolox. Los resul-
tados se expresaron como mg de equivalentes de Trolox (TE) por gramo de

muestra (mg TE/g muestra) como valor medio de tres repeticiones.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si existian diferencias estadisticas en la composicion qui-
mica, propiedades fisico-quimicas, tecno-funcionales y en la actividad antioxi-
dantes entre las diferentes muestras obtenidas a partir de la cascara del grano
de cacao se utilizé un andlisis de la varianza (ANOVA).

Para conocer si existian diferencias estadisticamente significativas entre
las muestras se aplicé el test de rangos multiples de Tukey (p < 0,05). El analisis

se realiz6 con el programa Statgraphics Centurion XVI Version 16.1.15.
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4. RESULTADOS
4.1 COMPOSICION QUIMICA

La composicion quimica de la cascara del cacao esta condicionada por
diversos factores como las condiciones ambientales de la zona de cultivo, la va-
riedad de cacao, el proceso de cosechado y las condiciones del procesado como
por ejemplo el tiempo de fermentacion, el método de secado y la temperatura de
tostado [10]. En la tabla 1, se puede observar el efecto que tiene el tamafio de
particula de las diferentes muestras en la composicion quimica de la cascara de
cacao. En cuanto al contenido de humedad y cenizas, no se encontraron dife-
rencias (p > 0,05) entre los diferentes tamafos de particulas. El alto contenido
de cenizas concuerda con los valores indicados por Martinez et al. (2012) en
cascara de cacao (7,35 g/ 100 g) procedente de Ecuador, pero mas bajos que
los valores demostrados por Agus et al. (2018) en cascara de cacao procedente
de Malasia (11,67 g /100 g).

El contenido de grasa y proteina vario con los diferentes tamafios de parti-
cula, disminuyendo con el aumento del tamafio de particula. De esta forma, tanto
para proteinas como para grasas no se encontraron diferencias (p > 0,05) entre
HCBS e ICBS, mientras que LCBS mostro los valores mas altos (p < 0,05). Estos
valores contradicen la tendencia mostrada en el estudio de Memon et al. (2020)
quien hallé que el contenido de proteinas y grasa en harina de trigo disminuia al
hacerlo el tamafio de particula. El aumento de la extraccion de grasa y proteina
en los tamafios mas pequefios de particula podria deberse al aumento del area

superficial como menciond Luthria et al. (2004).

Tabla 1. Efecto del tamafio de particula de las harinas obtenidas a partir de cascara de
cacao sobre la composicién guimica.

Humedad Proteina Grasas Ceniza TDF
HCBS 7,05+0,132 15,59+0,22> 3,00+0,02° 7,09+0,73* 65,58+0,532
ICBS 6,90+0,36% 15,95+0,13> 3,60+0,19°® 7,03+0,658 62,03+0,13°

LCBS 6,79+0,19% 17,13+0,17% 5,60+0,24®  7,34+0,35% 61,18+0,94°

Valores expresados en g/100g de muestra. HCBS: mayor tamafio de particula (Dp > 701 um); ICBS: tamafio
intermedio de particula (417 < Dp < 701um); LCBS: menor tamafio de particula (Dp < 417um). TDF: fibra
dietética total. Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05)
segun la prueba de rango multiple de Tukey.
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Los contenidos de grasa y proteinas obtenidos en este estudio fueron simi-
lares a los valores hallados por Rojo-Poveda et al., (2019). en la cascara de ca-
cao procedente de Sdo Tomé (variedad Forastero) con valores de proteina y
grasa de 6,2 y 1,8 g/ 100g, respectivamente. Con respecto al total de la fibra
dietética (Tabla 1) los resultados obtenidos mostraron que el mayor contenido de
fibra dietética (p < 0,05) se encontraba en el tamafio mas grande de particula
(HCBS) mientras que para los tamafios mas pequefios (ICBS y LCBS) no se

encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre ellos.

Diferentes datos bibliograficos sobre los valores de fibra dietética en céas-
cara de cacao mostraron valores en un rango entre 39,25-66,33 g/100 g (Lecum-
berri et al., 2007; Martinez et al., 2012; Rojo-Poveda et al., 2019). Las fibras
dietéticas tienen todas las caracteristicas necesarias para ser un ingrediente im-
portante en la formulacién de nuevos alimentos con propiedades funcionales.
Ademas, se han encontrado evidencias considerables de estudios epidemiolégi-
cos, clinicos y bioquimicos de que la fibra ejerce una influencia positiva en la
salud humana. La fibra dietética puede proteger ante enfermedades cardiovas-
culares y proporcionar mejoras para la salud gastrointestinal y la tolerancia a la
glucosa y respuesta a la insulina, y reducir el riesgo de desarrollar algunos tipos
de cancer e influir en la absorcion de lipidos contribuyendo de esta forma en

cierto grado al control de peso (Viuda-Martos et al., 2013; Shah et al., 2020).

4.2 CONTENIDO DE ACIDOS ORGANICOS Y AZUCARES

En todas las harinas, procedentes de la cascara de cacao, analizadas se
encontraron seis acidos organicos (oxalico, citrico, succinico, tartarico, malico y
acidos aceéticos) con un valor total en un rango entre 11,85 y 14,34 mg/g como
se muestra en la Tabla 2. En cuanto al tamafio de particula solo se han encon-
trado diferencias en los acidos oxalico, citrico y acético cuya concentracion au-
mentaba cuando el tamafio de particula disminuia. En cuanto a los acidos tarta-
rico, succinico y malico no se encontraron diferencias (p > 0,05) entre los dife-
rentes tamafios de particula. El &cido tartarico, seguido del acido malico fueron
los dos que mostraron una mayor concentracién en las muestras analizadas. No

hay muchos datos bibliograficos sobre la concentracién de acidos organicos en
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la cdscara de cacao. Sin embargo, se analiza mas el contenido de &cidos orga-
nicos en la almendra de cacao. Sobre esto, Hamdouche et al. (2019) encontré y
cuantificé cinco acidos organicos no volatiles (citrico, malico, lactico, oxalico y
tartarico) en almendras de cacao cultivadas en Costa de Marfil. La produccion y
el tipo de acidos organicos depende de numerosos factores como el tipo y el
tiempo de fermentacién, los microorganismos involucrados, la variedad del ca-

cao, etc.

Tabla 2. Efecto del tamafio de particula de las harinas obtenidas a partir de cascara de
cacao sobre el contenido de &cidos orgénicos.

Acido Acido Acido Acido Acido Acido TOTAL

oxalico citrico succinico tartarico malico acético

HCBS
ICBS

1,57+0,07°® 1,62+0,13°® 2,50+0,41* 2,68+0,02** 2,46+0,14*% 1,03+0,01°¢  11,85+0,23°
1,62+0,04°¢ 1,97+0,06°® 2,20+0,33* 2,61+0,08% 2,47+0,10** 1,33+0,03"® 12,20+0,14°

LCBS 2,33#0,10%® 2,76+0,11% 2,06+0,09%¢ 2,79+0,06®* 2,67+0,12%A 1,72+0,17%° 14,34+0,112

Valores expresados en g/100g de muestra. HCBS: mayor tamafio de particula (Dp > 701 um); ICBS: tamafio
intermedio de particula (417 < Dp < 701um); LCBS: menor tamafio de particula (Dp < 417um). TDF: fibra
dietética total. Valores con diferente letra mindscula en la misma columna indican diferencias significativas
(p < 0,05) segun el test multiple de Tukey. Valores con diferente letra mayuUscula en la misma columna
indican diferencias significativas (p > 0,05) segun la prueba de rango multiple de Tukey.

En cuanto al contenido de azucares (Tabla 3) el contenido total vari6é entre
los diferentes tamafios de particula, aumentando de 13,70 a 15,57 mg/ g al dis-
minuir el tamafio de particula. En todas las muestras analizadas se identificaron
y cuantificaron cuatro monosacaridos, de los cuales la glucosa fue la que se en-
contré en mayor cantidad (p < 0,05), seguida de la fructosa. Por otro lado, la
sacarosa fue el aztcar encontrado en una menor concentracion (p < 0,05) en las

muestras analizadas.

Tabla 3. Efecto del tamafio de particula de las harinas obtenidas a partir de cascara de
cacao sobre el contenido de azucares.
Sacarosa Glucosa Fructosa  Arabinosa TOTAL

HCBS 1,12+0,07°¢  5,81+0,03°* 5,06+0,04"® 1,21+0,04°C 13,20+0,12°
ICBS 1,22+0,073P 6,17+0,04°* 5,17+0,14P® 1,56+0,04°¢ 14,10+0,09°
LCBS 1,34+0,10®  6,33+0,01** 5,45+0,0828 2,45+0,04%¢ 15,57+0,08%

Valores expresados en g/100g de muestra. HCBS: mayor tamafio de particula (Dp > 701 um); ICBS: tamafio
intermedio de particula (417 < Dp < 701um); LCBS: menor tamafio de particula (Dp < 417um). TDF: fibra
dietética total. Valores con diferente letra minUscula en la misma columna indican diferencias significativas
(p < 0,05) segun el test multiple de Tukey. Valores con diferente letra mayuscula en la misma columna
indican diferencias significativas (p > 0,05) segun la prueba de rango mdultiple de Tukey.
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Los resultados obtenidos contradicen a los que mostré el estudio de
Redgwell et al. (2003) quien analiz6 los azucares que contenia la cascara de
cacao tostado procedente de Africa Occidental de la variedad Forastero. Dichos
estudios hallaron que los monosacéridos que se encontraban en mayor cantidad
fueron: glucosa, galactosa, manosa, xilosa, arabinosa, fucosa y ramnosa. Por
otro lado, los estudios de Jokic et al. (2018) mostraron unos resultados similares
en los que los monosacéridos encontrados en mayor cantidad fueron: glucosa,
ramnosa, arabinosa, manosa y xilosa. La concentracién y el tipo de azucares
presentes en la cascara de cacao dependen de las temperaturas alcanzadas

durante la fermentacion y el proceso de tostado.

4.3. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS Y TECNOFUNCIONALES

En la Tabla 4 se muestran los valores correspondientes al pH, la actividad
de agua y las coordenadas de color de la cascara de cacao correspondientes a
los diferentes tamafos de particula. En cuanto al pH, los valores obtenidos se
encuentran entre 4,93 y 5,07. No encontraron diferencias significativas (p > 0,05)
entre las muestras ICBS y LCBS, mientras que la muestra HCBS fue la que mos-
tr6 los valores mas elevados (p < 0,05). La disminucion de los valores de pH en
los tamafios mas pequeiios de particula podria deberse al elevado contenido de
acidos organicos que muestran. En cuanto a la actividad de agua, la disminucién
del tamafio de particula supuso un aumento de los valores. Por lo tanto, no se
encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre ICBS y LCBS, mientras

gue HCBS mostro los valores mas bajos (p < 0,05).

Tabla 4. Efecto del tamafio de particula de las harinas obtenidas a partir de cascara de
cacao sobre las propiedades fisico-quimicas.

Coordenadas de color
pH Aw L* a* b*
HCBS 5,07+0,032 0,474+0,001° 45,97+0,75° 5,78+0,19° 8,16+0,48°
ICBS  4,93+0,03" 0,495+0,0062 47,84+1,11° 6,53+0,31° 9,45+0,55°
LCBS 4,90+0,06° 0,501+0,0042 50,17+0,31* 8,06+0,092 11,84+0,182
HCBS: mayor tamafio de particula (Dp > 701 um); ICBS: tamafio intermedio de particula (417 < Dp <

701um); LCBS: menor tamafio de particula (Dp < 417um). Valores con la misma letra en la misma columna
no muestran diferencias significativas (p > 0,05) segun la prueba de rango multiple de Tukey.
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En referencia a las coordenadas de color (Tabla 4), las coordenadas L*, a*
y b* se vieron afectadas (p < 0,05) por la reduccion del tamafio de particula. Por
lo tanto, en todos los pardmetros de color los valores aumentaron con la dismi-
nucién del tamafio de particula (p < 0,05). Por lo tanto, el valor mas alto de las
coordenadas L*, a* y b* se encontr6 en el tamafio de particula mas pequefio. En
el caso de la luminosidad (L*) este comportamiento se debe al aumento del area
superficial, ya que como indic6 Yu et al. (2018) cuanto mayor es el area de su-

perficie, mayor es la cantidad de luz que reflecta.

En el caso de las coordenadas a* y b* esta conducta puede estar relacio-
nada con la liberacion de diversos compuestos como pigmentos. De hecho, el
proceso de molido tiene gran influencia en numerosos componentes como ce-
niza, proteina, pigmentos y el contenido de fibra dietética que sufre algun tipo de
dafio lo que a su vez influye de forma significativa en el color tal como indica
Hidalgo et al. (2014). Es importante destacar que el color de la cascara de cacao,
ademds de estar influido por el tamafio de particula, est4 también influido por
otros parametros como las condiciones en las que se llevan a cabo los procesos

de fermentacion y de secado, asi como las posteriores condiciones de tostado.

En cuanto a las propiedades tecno-funcionales, la reduccion del tamafio de
particula tiene un efecto significativo (p < 0,05) en la capacidad de retencion de
agua, capacidad de retencion de aceite y la capacidad de hinchamiento de las

muestras de cascara de cacao que se pueden observar en la Tabla 5.

Tabla 5. Efecto del tamafio de particula de las harinas obtenidas a partir de cascara de
cacao sobre las propiedades tecno-funcionales.
CRA CRO SWC

HCBS 5,070,272 2,74+0,082 3,16+0,05¢%

ICBS 4,15+0,19° 1,55+0,05° 2,49+0,10°

LCBS 3,30+0,20¢ 1,28+0,08°¢ 1,31+0,08°¢
HCBS: mayor tamafio de particula (Dp > 701 pum); ICBS: tamario intermedio de particula (417 < Dp <
701um); LCBS: menor tamafio de particula (Dp < 417um). CRA: capacidad de retencion de agua (g agua/g
muestra); OHC: capacidad de retencién de aceite (g aceite/ g muestra); SWC: capacidad de hinchamiento

(mL/g muestra). Valores con la misma letra en la misma columna no muestran diferencias significativas (p
> 0,05) segun la prueba de rango miltiple de Tukey.
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Todos los valores obtenidos de las propiedades tecno-funcionales analiza-
das, disminuian significativamente (p < 0,05) al disminuir el tamafio de particula
siguiendo un comportamiento muy similar al que ocurre en las propiedades
tecno-funcionales analizadas en otras harinas. De esta forma, Jacobs et al.
(2015) indic6 que las propiedades de hidratacion del salvado de trigo grueso co-
mercial disminuyeron cuando se redujo el tamafio de particula y Lucas-Gonzalez
et al. (2017) menciond6 que, en harinas obtenidas de coproductos procedentes
del persimon (Diospyros kaki Trumb), se observaba una reduccién de dichas
propiedades cuando se disminuia el tamafio de particula. Se ha demostrado (An-
cona et al., 2004; Noor et al., 2010) que la reduccién de la capacidad de reten-
cion de agua, de la capacidad de retencion de aceite y de la capacidad de hin-
chamiento en tamafos finos de particulas podria deberse a diversos factores
como (i) una reduccién de la absorcién directa, (ii) una reduccién de las fuerzas
capilares, (iii) una reduccion de las propiedades superficiales de las particulas y
(iv) la naturaleza hidrofébica de la fibra soluble, asi como el contenido y el tipo
(soluble o insoluble) de la misma. Los valores obtenidos en este estudio para la
capacidad de retencion de agua y aceite y para la capacidad de hinchamiento,
fueron similares a los obtenidos por Martinez et al. (2012) en cascara de cacao

procedente de dos localizaciones distintas de Ecuador.

4.4 PERFIL DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS

De todos los productos y coproductos obtenidos a partir de la industriali-
zacion del cacao, es la cascara del grano de cacao la que muestra una mayor
concentracion de compuestos polifendlicos. Por tanto, estos coproductos han
demostrado ser una fuente buena y barata de estos compuestos bioactivos. El
perfil polifendlico de las muestras de cascara de cacao analizadas segun su ta-
mafio de particula, se muestra en la Tabla 6. Tanto el contenido de polifenoles
libres, como el de polifenoles ligados se vieron significativamente afectados por

el tamafio de particula.

Por lo tanto, en todos los compuestos identificados, la mayor concentracion
se encontraba en el tamafio mas pequefio de particula; en otras palabras, se

obtuvo un incremento de la tasa de extraccion de compuestos polifendlicos con
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la disminucion del tamafio de particula. Este comportamiento es similar a los que

podemos encontrar en datos bibliograficos (Lucas-Gonzélez et al., 2018; 41.

Zaiter et al. 2018) donde el contenido de compuestos polifendlicos se compara

con el tamafio de particula. El tamafio de particula es uno de los factores mas

importantes que puede afectar a la eficiencia de extraccion; debido a que el ta-

mafo de particula controla la cinética de transferencia de masa, asi como el ac-

ceso del solvente, para una mejor permeabilidad o difusividad, a los compuestos

bioactivos (Meullemiestre et al., 2016).

Tabla 6. Efecto del tamafio de particula de las harinas obtenidas a partir de cascara de
cacao sobre perfil de compuestos polifendlicos.

HCBS ICBS LCBS
Catequina Libre 1966,89+54,98° 2493,37+32,25°  4211,82+29,812
Unido 143,91+9,76¢ 224,12+18,23° 354,768,252
TOTAL 2110,88+12,59 2717,49+28,96 4566,58+16,96
Epicatequina Libre 4467,41+31,99¢  4815,92+29,76° 6087,49+25,872
Unido 95,28+7,34°¢ 114,59+8,76° 249,69+12,922
TOTAL 4562,69+16,36 4930,51+17,96 6337,18+17,82
Derivados Libre 392,09+8,63¢ 442,24+9,14° 482,85+11,672
Epicatequina Unido N.D. N.D. N.D.
TOTAL 392,09+8,63 442,24+9,14 482,85+11,67
Quercentina Libre 128,34+8,34° 167,69+10,89° 227,15+8,522
Unido 2,40+0,12¢ 4,53+0,22° 6,98+0,37
TOTAL 130,74+3,57 172,22+4,23 234,13+5,36
Quercentina-3-O-glucosdo Libre 100,35+1,59°¢ 123,07+3,82° 289,61+4,362
Unido 3,35+0,14° 4,09+0,27° 7,330,482
TOTAL 103,70+0,85 127,16+0,98 296,94+2,12
Quercentina-3-O-rutinosdo Libre 92,70+3,87¢ 137,89+8,56° 237,53+9,722
Unido 1,48+0,09° 1,61+0,08° 3,73+0,122
TOTAL 94,18+1,14 139,50+3,14 241,26+5,21
Acido protocateico Libre N.D. N.D. N.D.
Unido 80,53+1,92¢ 100,79+2,98° 148,93+1,232
TOTAL 80,53+1,92 100,79+2,98 148,93+1,23

Valores expresados en pg/g de muestra. HCBS: mayor tamafio de particula (Dp > 701 pm); ICBS: tamafio
intermedio de particula (417 < Dp < 701um); LCBS: menor tamafio de particula (Dp < 417um). Valores con
la misma letra mindscula en la misma fila no indican diferencias significativas (p > 0,05) segun la prueba de

rango multiple de Tukey.
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La concentracion de compuestos polifendlicos libres fue mayor que la de
compuestos polifendlicos ligados. En el caso de los compuestos polifendlicos
libres, fueron identificados seis compuestos en todos los tamafios de particula
analizados, estos fueron clasificados como flavon-3-ols (catequina, epicatequina
y derivados de la epicatequina) y flavonoles (quercetina, quercetina-3-O-gluco-
sido y quercetina-3-O-rutinosido), mientras que en el caso de los compuestos
polifendlicos ligados, fueron identificados dos flavan-3-ols (catequina y epicate-
quina) y tres flavonoles (quercetina, quercetina-3-O-glucosido y quercetina-3-O-

rutinosido) y un acido dihidroxibenzoico (acido protocateico).

El principal compuesto polifendlico (p < 0,05) en todas las muestras anali-
zadas de céscara de cacao fue la epicatequina, seguido de la catequina. Estos
resultados concordaban con los datos mostrados en los estudios de Hernandez-
Hernandez et al. (2019) quien analiz6 un total de 52 cascaras de cacao obtenidas
de distintos genotipos de cacao cultivado en México. Estos autores hallaron que
la epicatequina era el compuesto polifendlico mas importante con valores entre
4,40y 34,97 mg/ g mientras que el contenido de catequina se encontraba en un
rango desde 0,55 a 3,33 mg/ g. De una forma similar, Papillo et al. (2019) analiz6
el perfil polifendlico de extractos de la cascara de cacao que fueron obtenidos
con diferentes disolventes, técnicas de extraccion y tiempos. Estos autores mos-
traron que en todos los métodos de extraccion ensayados el compuesto polife-
nélico mas abundante era la epicatequina (0,50-2,10 mg/g), mientras que la ca-
tequina estaba presente en menor cantidad (0,21-1,05 mg/g). En otro estudio,
Jokic et al. (2018) analizaron el contenido polifendlico de extractos de la cadscara
de cacao obtenidos mediante una extraccion con fluidos supercriticos y hallaron
gue los principales compuestos polifendlicos en todas las muestras analizadas
eran la epicatequina y la catequina con valores en un rango de 0,19 a 3,29 g/100

gy de 0,07 a 0,45 g/ 1009 respectivamente.

Esta gran variabilidad mostrada por la cascara de cacao podria deberse a
diferentes factores como la variedad de cacao y el genotipo, las condiciones am-
bientales y de cultivo, pero fundamentalmente a las condiciones de tiempo, pH'y

temperaturas en las que se lleva a cabo la fermentacion, ya que es en esta etapa
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en la que los compuestos polifendlicos migran desde los cotiledones de la semilla

de cacao a la cascara.

4.5 CONTENIDO DE METILXANTINAS

Las metilxantinas como la teobromina, la cafeina y la teofilina son otro tipo
importante de fitoquimicos que se encuentran en la cascara de cacao. Estos
compuestos, principalmente la teobromina y la cafeina han sido asociados con
numerosos efectos beneficiosos en la salud humana donde actian como anti-
cancerigenos, anti-obesidad o agente diuréticos entre otros efectos (Papillo et
al., 2019).

En la Figura 6 se muestra el efecto del tamafio de particula en el contenido
de metilxantinas (teobrominay cafeina) en harina de la cascara de cacao. Como
ocurre con el perfil polifendlico, el tamafio de particula tiene un impacto signifi-

cante en el contenido de metilxantinas.
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Figura 6. Efecto del tamafio de particula de las harinas obtenidas a partir de cascara de cacao sobre el contenido en
metilxantinas (teobromina y cafeina).

Valores expresados en mg/g de muestra. HCBS: mayor tamafio de particula (Dp > 701 um); ICBS: tamafio intermedio de
particula (417 < Dp < 701um); LCBS: menor tamafio de particula (Dp < 417pm). Para cada compuesto libre, valores con
la misma letra minuscula no indican diferencias significativas (p > 0,05) segun la prueba de rango mdltiple de Tukey. Para
cada compuesto unido, valores con la misma letra mayuscula no indican diferencias significativas (p > 0,05) segun la
prueba de rango multiple de Tukey.
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Las cantidades mas elevadas tanto para teobromina como para cafeina
fueron encontradas en el tamafio de particula mas pequefio. En el caso de la
teobromina (p < 0,05) la concentracion mas alta se alcanzé en LCBS con valores
entre 12,27 mg/g (10,54 mg/g en la fraccion libre y 1,73 mg/g en la fraccion li-
gada) mientras que HCBS mostroé los valores (p < 0,05) mas bajos (7,12 mg/qg;

6,13 mg/g en la fraccion libre y 0,99 mg/ g en la fraccion ligada).

Estos valores son similares a los mostrados en la bibliografia cientifica. Por
lo tanto, Okiyama et al. (2018) llevé a cabo un estudio para analizar el contenido
de teobromina en cascara de cacao procedente de Brasil y hallaron una concen-
tracion de 9,89 mg/ g de muestra. Herndndez-Hernandez et al. (2018) analizaron
la cantidad de teobromina en cascara de cacao comercial. Estos autores hallaron
gue las muestras analizadas tenian una cantidad de teobromina de 12 mg/ g de
muestra. En un estudio similar, Barbosa-Pereira et al. (2018) investigaron el con-
tenido el contenido de teobromina presente en cdscara de cacao de las varieda-
des Trinitario, CriolloxTrinitario, y Forastero cultivados en Trinidad, México, Hon-
duras y Santo Tomé, respectivamente. Ellos hallaron un contenido de teobromina
de 8,24; 10,57; 10,07 y 9,29 mg/ g respectivamente. Este elevado contenido de
teobromina puede explicarse con la migracion de metilxantinas del grano de ca-

cao a la cascara durante el proceso de fermentacion.

En el caso de la cafeina (Figura 6), ocurre lo mismo que en el caso de la
teobromina, la concentracion (p < 0.05) mas elevada fue obtenida en LCBS con
valores de 6,13 mg/g, seguido de ICBS con un valor de 5,11 mg/g. Los valores
obtenidos en este estudio fueron mas elevados que los obtenidos por Jokic et al.
(2018) quien inform6 de que el contenido de cafeina en extractos de cascara de
cacao obtenidos mediante una extraccion con agua subcritica se encontraba en
un rango entre 0,4y 2,5 mg/ g. De forma similar, Barbosa-Pereira et al. (2018)
investigo el contenido de cafeina presente en céscara de cacao de la variedad
Trinitario, Criollo x Trinitario, y Forastero cultivados en Venezuela, Colombia y
Ecuador, respectivamente. En dicho estudio mostraron un contenido de cafeina

enunrango de 1,61 a 4,08 mg/ g. La figura S4 del material suplementario mostré
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los cromatogramas de metilxantinas encontradas en las muestras de cascara de

cacao analizadas.

4.6 PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Para la determinacion de la actividad antioxidante, se utilizaron cuatro meé-
todos distintos (ensayo de eliminacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH); ensayo de eliminacion de radicales 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) (ABTS); poder antioxidante reductor férrico (FRAP); ensayo
de la capacidad quelante de iones ferrosos (FIC)) para determinar la actividad
de diferentes fracciones granulométricas (Tabla 7). La reduccién del tamafio de
particula de la harina de cascara de cacao mostré diferencias significativas (p <
0,05) en las propiedades antioxidantes. Por tanto, en todos los métodos utiliza-
dos, los valores mas altos (p < 0,05) de actividad antioxidante fueron obtenidos

en las particulas mas pequefas.

Tabla 7. Efecto del tamafio de particula de las harinas obtenidas a partir de cascara de
cacao sobre las propiedades antioxidantes

DPPH ABTS FRAP FIC
(mg TE/Q) (mg TE/Q) (mg TE/g) (mg EDTAE/g)
HCBS 2,35+0,11°¢ 3,39+0,20°¢ 3,84+0,02¢ 0,28+0,01°¢
ICBS 4,21+0,05° 6,49+0,44" 5,30+0,02° 0,40+0,03°
LCBS 5,53+0,042 11,55+0,462 7,62+0,042 0,54+0,022

HCBS: mayor tamafio de particula (Dp > 701 pum); ICBS: tamafio intermedio de particula (417 < Dp <
701um); LCBS: menor tamafio de particula (Dp < 417um). DPPH: ensayo de eliminacién de radicales 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo; ABTS: ensayo de eliminacion de radicales de 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico); FRAP: Poder antioxidante reductor férrico; FIC: ensayo de capacidad quelante de iones ferrosos.
TE: Equivalentes de Trolox. EDTA: etilendiaminotetraacético. Los valores seguidos de la misma letra mi-
nuscula dentro de la misma columna no son significativamente diferentes (p > 0,05) segun la prueba de
rango multiple de Tukey.

Este comportamiento podria deberse a que las particulas de mayor tamafio
la matriz esta menos alterada lo que produce una liberacion menor de compues-
tos bioactivos con propiedades antioxidantes, mientras que la reduccion de la
matriz mediante la molienda podria provocar una mayor liberacién de compues-

tos bioactivos lo que causaria un aumento en su efecto antioxidante.

Las propiedades antioxidantes obtenidas en este estudio coinciden con los
datos mostrados en otros estudios sobre la cascara de cacao. Arlorio et al. (2005)
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evaluo las propiedades antioxidantes de extractos de cascara de cacao obteni-
dos mediante la extraccion con fluidos supercriticos usando CO.2. Estos autores
mostraron que la cascara de cacao tenia un porcentaje de inhibicién comparable
a los obtenidos con butilhidroxianisol 0,1 mM. De la misma forma, Martinez et al.
(2012) analizaron las propiedades antioxidantes usando tres métodos distintos,
en cascara de cacao cultivado en dos zonas distintas de Ecuador. Los valores
mostrados en este estudio se encontraban en un rango entre 4,45y 4,56 uM
equivalentes de Trolox/ g mediante el método ABTS; 3,81y 4,05 uM equivalentes
de Trolox/ g mediante el método DPPH; 0 1,51y 1,78 uM equivalentes de Trolox/
g mediante el método FRAP.
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5. CONCLUSIONES

1. En la composicion quimica, el contenido de humedad y cenizas no presentan
diferencias significativas al disminuir el tamafio de particula. Sin embargo, con la
reduccion del tamafio de particula, los valores de grasa y proteina presentan un
aumento mientras que en el caso se la fibra dietética total se observa una dismi-

nucion.

2. En cuanto al contenido de acidos organicos, en las muestras analizadas se
identificaron seis acidos. El contenido total de los mismos aumenté al reducirse

el tamafio de particula.

3. En cuanto al contenido de azlcares, se identificaron cuatro monosacéridos en
las muestras. La reduccién del tamafio de particula provocé un incremento en el

contenido total de azUcares.

4. En cuanto a las propiedades fisico-quimicas, la reduccion del tamafio de par-
ticula provoco una disminucion de los valores de pH. Por el contrario, la reduc-
cion del tamafio de particula provocé un aumento de los valores de la actividad
de agua y también de los valores obtenidos en las mediciones de color para las

coordenadas L*, a*y b*.

5. En las propiedades tecno-funcionales la reduccion del tamafio de particula
provoco una disminucion de los valores de capacidad de retencion de agua, ca-

pacidad de retencion de aceite y capacidad de hinchamiento.

6. En las muestras se identificaron 7 compuestos polifendlicos los cuales presen-

tan un aumento de su concentracién al reducirse el tamafio de particula.

7. En cuanto al contenido de metilxantinas, se identificaron dos compuestos en
las muestras los cuales muestran un aumento de su concentracion al reducirse

el tamafio de particula.
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